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摘 要：以天蓝色链霉菌的 !"#$ 基因为探针，从圈卷产色链霉菌 >#%% 的总 A1B 部分文库中

克隆了含有 !"#$ 同源序列的 $C3D, A1B 片段，并对其中的 #C!D, 片段进行了序列测定。序列

分析表明，该片段含有一个完整的开放阅读框— %&!’。预测的蛋白质结构及同源性分析显

示，%&!’ 与天蓝色链霉菌孢子形成早期的关键基因 !"#$ 高度同源，编码产物为一个调控蛋

白。 %&!’ 的破坏使圈卷产色链霉菌 >#%% 的分化终止在气生菌丝阶段，在延长培养时间的情

况下仍保持白色的表型，菌丝不能分隔，不能形成成熟的灰色孢子，结果表明 %&!’ 基因是一

个与圈卷产色链霉菌分化有关的重要基因。
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链霉菌（()*+,)-./0+%）是一类从土壤中分离的革兰氏阳性细菌，它的生命周期经历了

从孢子萌发到基质菌丝和气生菌丝，进一步分化为多细胞的孢子链，最终形成成熟的灰色

孢子等可明显区分的不同阶段。链霉菌的另一个显著特点是具有合成次级代谢产物的能

力，目前已知的天然抗生素中大约有 @%F是由链霉菌所产生的［#］。链霉菌发育分化的研

究至今已有几十年的历史，有证据表明链霉菌的分化与次级代谢有密切的关系［$］。链霉

菌已经成为当前研究原核生物发育分化的一个良好的模式材料。

在链霉菌发育分化的研究中，G:/H+- 等人分离到多株天蓝色链霉菌（ ( ) 0-+1#0-1-*）的

突变株。根据对链霉菌分化的影响，可以把链霉菌的分化突变株分为两大类：光秃（ 213）

突变，菌丝体不能形成气生菌丝，表现为光秃的表型；白色（!"#）突变，菌丝体不能生成成

熟的灰色孢子，表现为白色的表型［"］。针对不同的基因所进行的研究，已经初步阐明了控

制天蓝色链霉菌分化的不同的监控点（=:+=DI’79H）［!，?］，并相继克隆了不同的 !"# 基因［@］。

其中 !"#$ 作为控制孢子形成早期的基因，它的突变使天蓝色链霉菌的发育停止在气生菌

丝阶段，不能进一步分化，气生菌丝不能分隔，形成较野生型长且更紧密的螺旋，不能形成

成熟的灰色孢子，并且在延长培养时间的条件下菌丝体始终保持白色的表型。蛋白质结

构预测 J:7K 是一个调控因子，可能直接参与了与 A1B 的结合及与其它蛋白质的相互作



用［!］。对天蓝色链霉菌的 !"#$ 基因转录的研究显示，控制 !"#$ 的启动子有两个，相对靠

前的启动子 "# 启动微弱的组成型转录，而下游的启动子 "$ 启动的转录在营养期极低，当

气生菌丝出现后，迅速升高并很快达到高峰，表现出很强的时序性［%］。!"#$ 在链霉菌中

极其保守，通过对 &’()*(+ 中数据比较得知，目前已知的不同链霉菌种间的 ,-./ 的一致

性超过 012，足以说明 ,-./ 在链霉菌发育分化中所占据的重要地位。

圈卷产色链霉菌（% 3 &’()*"+),)-.’.(）!#44 是从我国东北土壤中分离到的一株尼可霉

素产生菌。借助光学显微镜对圈卷产色链霉菌气生菌丝和孢子链形态的观察发现，它与

天蓝色链霉菌有很大的不同，后者的气生菌丝具有紧密的多圈螺旋，而前者的气生菌丝只

有松散的半圈至多一圈的螺旋［0］。基于上述差异，我们对圈卷产色链霉菌中 !"#$ 类似基

因（!"#$56.+’）的结构与功能产生了浓厚的兴趣。首先促使我们提出的一个重要问题是松

散螺旋的圈卷产色链霉菌是否有 !"#$ 类似基因的存在；其次，如果存在，则该基因阻断后

会不会使圈卷产色链霉菌的形态发生改变。本文报道与圈卷产色链霉菌分化密切相关的

!"#$ 类似基因— (&!/ 的结构与功能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒及培养基：圈卷产色链霉菌 !#44（野生株）被作为此次实验的主要材料，

天蓝色链霉菌 7#84#（"#(0#，1+&0#，(2+0#，"96 : ，;<"#: ，;<"$: ）作为基因探针的供体，大

肠杆菌 =>8!用于重组质粒的构建，大肠杆菌 ?@#$8A!（3&,，3*,，"(3%）用于获得非甲基

化的 =BC 来转化链霉菌，上述菌株均为本实验室收藏。大肠杆菌—链霉菌穿梭质粒

DE<##F0（*DG*HIJ.( 抗性，在链霉菌中 F1K以上不能独立复制）用于基因破坏实验，质粒

DL<#%、D/6M’NJG.DO P#F: 用于基因的克隆、亚克隆实验。链霉菌培养基 Q?P?、R$Q?、基本

培养基（PP）等配制参见文献［#4］，大肠杆菌 S/ 培养基配制参见文献［##］。

!"!"# 抗生素、酶及试剂：氨苄青霉素（#44H9THS >$U）、*DG*HIJ.(（#44H9THS >$U）作为储

备液，于 : $4K保存；在 S/ 培养基中，氨苄青霉素和 *DG*HIJ.( 的使用浓度为 #44"9THS；在

R$Q? 培养基中，*DG*HIJ.( 的使用浓度为 84"9THS；在 Q?P? 培养基和基本培养基中，*DG*5
HIJ.( 的使用浓度为 #4"9THS。实验中所用的各种限制性内切酶购自 RVJ-’ 公司；@1 =BC
连接酶、@*W =BC 聚合酶购自华美生物工程公司；?XV(MJ6’*N’ YYY 和 PM(9 /’*( 核酸酶购自

"GVH’9* 公司。Y"@& 和 Z59*6 用于大肠杆菌转化子的筛选，在 S/ 培养基中的使用浓度均

为 14"9THS。

!"!"$ =BC 探针的标记及 ;VMO-’G( 杂交：实验所用试剂盒购自 RVJ-’ 公司。非放射性地

高辛 =BC 随机引物的标记以及 ;VMO-’G( 杂交分析反应的各种相关操作见产品说明书。

!"# 方法

!"#"! 菌株的培养、转化和 =BC 基本操作：链霉菌培养、原生质体转化、染色体 =BC 和质

粒提取等操作技术见文献［#4］，大肠杆菌培养、转化、质粒提取等基本操作见文献［##］。

!"#"# "<R 反应引物的合成及反应条件：引物 ";#：8[5<CC@C&<C&C@<@<&&<@@&5F[以及

";$：8[5&&<@&&&<C&<CC&C&&&<<5F[，用于从天蓝色链霉菌中 "<R 扩增 !"#$ 基因；引物

";F：8[5C@CC&<@@<@<&&<@&&<C&&C&<&<&<5F[（下划线处为 4#’\YYY 位点）和 ";1：8[5@@5
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!""##$!!"$"!!$$!$$$$"!"#!$%&’（下划线处为 !"#() 位点），用于基因破坏实验，*$(
引物由上海生工生物工程公司合成。*$( 反应的条件均为 +,-变性 ,./0，延伸 &1 个循

环（21-复性 &13，45-延伸 &13，+,-变性 &13），21-复性 &13，45-延伸 ,./0。*$( 反应产

物的纯化参照文献［66］。

!"#"$ 78" 序列测定和分析：序列测定由大连宝生物公司完成，78" 序列开放阅读框分

析采用 9:;.<*=>?5@&［65］程序，多序列氨基酸同源性的比较采用 A=B3?;=C6@D6 程序［6&］。

!"#"% 基因破坏：将基因结构内部的部分 78" 序列亚克隆到质粒 EF$66&+ 上，重组质粒

首先在大肠杆菌 7G,!中构建，然后转化大肠杆菌 H#65,24，从中提取去甲基化的重组质

粒转化圈卷产色链霉菌原生质体。转化子经确认后，接种在含 ;E:;.IA/0 的基本培养基

上，5D-培养 4J，制备孢子悬液，取适量孢子涂布于基本培养基表面，置于 &+-培养。由

于在 &+-的条件下 EF$66&+ 在链霉菌中不能独立复制，必须通过插入片断与染色体的同

源序列重组而整合到染色体上。通过筛选具有 ;E:;.IA/0 抗性的重组子，获得所需的破坏

子。

!"#"& 链霉菌的表型及显微观察：把链霉菌接种在以甘露醇作为唯一碳源的固体基本

培养基的表面，将盖玻片以 K,L斜插入培养基，在 5D-条件下培养，分别于不同的培养时

间将盖玻片取出置于相差显微镜下观察，并同时对菌落的表型进行观察。

# 结果和分析

#"! !"#$ 基因的克隆及序列分析

为了获得完整的 $%&’%=/M< 基因，使其能够涵盖基因的调控区，同时获得其上下游附

近的一些基因以便于进行深入的研究，设计了引物 *N6 和 *N5，以天蓝色链霉菌 O6,16 的

总 78" 为模板，通过 *$( 反应扩增得到一个 KD&PE 的 78" 片段，将这一片段用地高辛标

记作为探针。圈卷产色链霉菌 4611 总 78" 经 ()*)) 完全酶切后用此探针进行杂交，在

5@DMP 处有一阳性信号带，回收此大小的片段，连接到 EQ=B<3A:/E? R6&S 经 !"#(T 酶切后的

载体上，连接混合物转化大肠杆菌 7G,!，建立了由 &111 多个菌落构成的部分 78" 文库。

经菌落杂交实验从中筛选到二个与探针有阳性杂交信号的克隆，经质粒提取，()*)) 酶切

及 N>B?U<:0 杂交分析，证实其中一个为正确的克隆，含有 5@DMP 的插入片段，将该质粒命名

为 EQV611。利用 !+#))) 对该质粒内部的插入片段逐步进行了缩小。

对 5@DMP 插入片段中的 6@KMP 进行了序列测定（图 6），分析表明其中含有一个完整的

开放阅读框（W(96）及一个不完整的阅读框（W(95）（图 5）。W(96 由 52KPE 组成，! X $ 含

量为 2D@,Y，起始密码子为位于 ,1D 位的 "#!，终止密码子为 42+ 位的 #!"，在起始密码

子 "#! 的上游 2PE 处有一富含嘌呤 !"!!! 的区域为可能的核糖体结合位点（(QN）。推

测位于 K14 Z K65 处的 ##!"$# 和 K&6 Z K&2 处的 #!#""# 为可能的启动子的 S 61 区和 S
&, 区，与天蓝色链霉菌 $%&’*5 启动子一致，位于 5K1 Z 54, 之间的序列与天蓝色链霉菌

$%&’*6 启动子区域高度同源，为可能的 ,-$!*6 启动子区，推测二者之间具有类似的转录

调控机制。W(96 和 W(95 间隔 6D6PE，位于 W(96 下游的 5D Z 2DPE 之间的反向重复序列

可形成非常稳定的茎环结构，为 W(96 可能的转录终止子区，推测 W(96 为一个单独的转

录单元。78" 序列分析显示，W(96 编码 D4 个氨基酸，其中带负电荷的酸 性 氨 基 酸

1, 微 生 物 学 报 K& 卷



!"#$%，带正电荷的碱性氨基酸 &’#(%，疏水性氨基酸仅有 )’#*%。蛋白质二级结构预测

其可能含有三个主要的!+螺旋区，其中氨基端富含酸性的谷氨酸和天冬氨酸，羧基端富含

碱性的赖氨酸和精氨酸，结构预测未能发现典型的 ,-. 结合位点。经与天蓝色链霉菌

!"#$ 序列同源性分析，/01& 与天蓝色链霉菌 !"#$ 基因序列的一致性高达 (*%，所编码

的氨基酸序列一致，故将 /01& 命名为 %&!’（()*+,)-./0+% &1%-0"*-.-2+1+% 23456 7686 9）。

图 ! !"#$ 基因及其两侧的 "#$序列及推测的氨基酸序列

147:& -;<=6>54?6 @6A;68<6 >B %&!’ C8? B=C8D487 ,-. C8? ?6?;<6? CE48> C<4? @6A;68<6

F8?6G=486? @6A;68<6@ G6@6EH=6 536 I )* C8? I &" G674>8@ >B JG>E>56G；0KL 48?4<C56@

C J>56854C= G4H>@>E6 H48?487 @456；M;5C54N6 /01@ CG6 48 H>=? <3CGC<56G@:
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图 ! "#$%& ’() 片断的限制性物理图谱以及 *+, 的位置

!"#$% &’()*"+)",- ./0 ,1 )2’ +3,-’4 5 $678 9:; 1*/#.’-) /-4 )2’ 0,(")",- /-4 4"*’+)",- ,1 <&!( "- )2’ 1*/#.’-)

图 - !"#$ 基因破坏示意图

!"#$= >2’ 4"/#*/. ,1 !"#$ 4"(*?0)",-

!.! !"#$ 基因的功能研究

!.!." !"#$ 基因的破坏：根据 !"#$ 基因的

序列进行分析，在 (/@A 基因的内部设计一对

引物 BC= 和 BC6，经 BD& 反 应 扩 增 出 一 段

5EE80 的 !"#$ 内部片段（图略），将此片段经

$%&&F 及 ’()4FFF 双酶切后回收，与经过同样

酶切的质粒载体 0GD55=H 连接，连接产物转

化大肠杆菌 A>5%IJE，得到用于基因破坏实

验的去甲基化的重组质粒 0GD55=H!!!"#$。

将重组质粒 0GD55=H!!!"#$ 转化圈卷产色

链霉菌 E5KK 原生质体，进行基因破坏实验，

得到表型稳定的阻断突变株 E 株。随机选用

四株提取其总 9:;，用 *+,FF 完全酶切后，以

#-(. 基因为探针进行 C,?)2’*- 杂交分析。结果

显示圈卷产色链霉菌 E5KK 野生株总 9:; 在约

%LM78 处有一条清晰的阳性信号带，而 !"#$ 破

坏子的总 9:; 则在 %LI78 及 KLH78 处有两条阳

性信号带（图 =，图 6），与理论计算相符，证明得到的阻断突变株确属基因交换后的结果。

图 $ 总 ’() 经 %&’// 酶切的琼脂糖凝胶电泳（)）及 01234567 杂交（8）

!"#$6 ;#/*,(’ #’3 ’3’+)*,02,*’("(（;）/-4 C,?)2’*- 2N8*"4"O/)",- ,1 ),)/3 9:; 4"#’()’4 @")2 *+,FF（P）

5 Q 6：9"#’()’4 ),)/3 9:; 1*,. )2’ 4"11’*’-) 4"(*?0)/-)(；

I：9"#’()’4 ),)/3 9:; 1*,. @"34 )N0’ ()*/"- E5KK；J：R,3’+?3/* @’"#2) ./*7’* $
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图 ! !"#$ 破坏子的表型

!"#$% &’()*+,-( *. !"#$ /"012-+3)+0

4：% $ "&!’()*’+’,-&-! 5677（#1(,）；

8 9 :：;"..(1()+ !"#$ /"012-+3)+0（<’"+(）；

!：% $ "&!’()*’+’,-&-! 5677=->?66@A（#1(,）$

"#"#" 破坏子的功能研究：!破坏子的表型及显微观

察：将破坏子接种在以 7B%!甘露醇为碳源的基本培

养基上，在 CDE培养 5 / 观察其形态分化，同时在相同

培养时间和条件下，接种圈卷产色链霉菌 5677 野生株

及带有质粒 ->?66@A 的 5677 野生株进行形态观察，结

果表明 !"#$ 破坏子在延长培养时间的条件下仍然保

持白色的表型，在培养基表面形成厚而松的形态，而野

生型为灰色的表型（图 %）。同时对 !"#$ 破坏子的菌

丝体进行了相差显微镜观察，结果显示 !"#$ 破坏子培

养 5/ 后菌丝仍不能分隔，菌丝较长，形成紧密的螺旋，

不能形成孢子链和成熟的灰色孢子，而野生型在相同

的条件下，形成了孢子链和成熟的灰色孢子（图 F）。

" !"#$ 基因的阻断对圈卷产色链霉菌 5677 尼可霉素

产生的影响：对 !"#$ 破坏子进行了尼可霉素产生的测

定，以白假丝酵母（."&/0/" "120("&!）为指示菌的抑菌实

验的结果显示，!"#$ 基因的阻断不影响尼可霉素的生物合成（图略）。

"#"#$ !"#$ 基因的时空表达：利用绿色荧光蛋白（:G!&）基因为报告基因，将 :G!& 的基

因插入到 !"#$ 基因的终止密码子后，使 :G!& 基因在 !"#$ 基因启动子的作用下共转录，

构建的重组菌株接种在基本培养基平板上，于不同的时间进行观察，在共聚焦显微镜下未

观察到 :G!& 表达后的荧光。此结果与 H*I"J(1" 等人报道的将 #)03 基因的启动子克隆到

儿茶酚双加氧酶基因的上游，未能检测到儿茶酚双加氧酶活性的试验结果一致［D］。这可

能是由于 #)03 的启动子的活性较低，表达的产物量较低，难以检测。这与 #)03 在链霉菌

分化中短暂和微量表达有关。

图 % 圈卷产色链霉菌 !"#$ 破坏子的显微照片
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! 讨论

圈卷产色链霉菌 !"## 是一株从我国东北土壤中分离的尼可霉素产生菌，我们对圈卷

产色链霉菌发育分化的分子机制的研究，主要着眼于它在形态分化上与模式菌株天蓝色

链霉菌有很大的不同，以及所产生的尼可霉素所具有的重要的实用价值。研究结果显示，

!"#$ 在圈卷产色链霉菌孢子形成的早期阶段起着关键的作用，!"#$ 的破坏使圈卷产色

链霉菌的分化停止在气生菌丝阶段，气生菌丝不能形成分隔，无法形成孢子链，菌丝的生

长不能正常的停止，表现为长而紧密的螺旋，延长培养时间菌丝体仍然保持白色的表型，

不能进一步形成成熟的灰色孢子，而野生株在相同培养条件下，在发育分化过程中只形成

一圈松散的螺旋，随着培养时间的延长，形成灰色成熟的孢子。上述结果表明 !"#$ 基因

在圈卷产色链霉菌发育分化过程中可能控制菌丝螺旋。

对天蓝色链霉菌基因组数据库（$$$% &’()*+ % ’, % -./0+12*,3&/45,1*67,161+）的分析发现，在

天蓝色链霉菌中至少有 "# 个 !"#$ 的同源基因。用多序列同源分析程序 86-&3’69 对它们

相应的产物之间的同源性关系进行了分析（图略），结果显示它们都含有四个完全保守的

半胱氨酸残基，这些半胱氨酸可能参与了分子内或分子间二硫键的形成，使其具有一个稳

定的单体或多聚体的结构，并可能经由氧化—还原反应的形式发挥作用；此外它们还都具

有一个保守的 :（;/<）=:: 结构，在其下游为富含带正电荷氨基酸的螺旋区，该结构中连

续的两个甘氨酸残基使该区域具有高度的柔韧性，这种特性对于保持其完整的功能至关

重要，已有证据表明，当天蓝色链霉菌 =>7? 蛋白在该区域下游相邻的亮氨酸突变为刚性

的脯氨酸后，=>7? 的活性完全丧失，与蛋白缺失的表型一致［!］。

目前针对 !"#$ 的研究只是刚刚开始，根据其编码产物的氨基酸组成及结构分析，它

可能是一个转录调控因子，具有非典型的 @AB 及蛋白质结合的作用域［!］，在基因表达的

过程中起重要的调控作用。二级结构分析显示 4’$C 不具有典型的 @AB 结合位点，说明

可能这是一种新型的蛋白—@AB 的作用方式。 !"#$ 的家族成员广泛存在于放线菌中，包

括与人类疾病密切相关的病原菌———结核分枝杆菌和麻风分枝杆菌中也有多个类似基

因，而在其它的细菌中尚未发现［"D］。使得对 !"#$ 及其家族成员的研究不仅有助于我们

在物种进化等相关领域的了解，而且对基因的多效性的认识和疾病的防治也有重要价值。

因此对有关 !"#$ 及其所结合的 @AB 结构，以及与之相互作用的相关蛋白之间的作用机

制的研究，具有极其重要的理论和实际意义。相关的进一步研究在本实验室正在进行。
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